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Введение 
 
Трансмембранный транспорт кислорода - фундаментальный процесс в 
жизни аэробных организмов.  
Кислород транспортируется от легких к тканям кровеносной системой. 
Одним из главных элементов этой транспортной системы является эритроцит. 
Красные кровяные тельца (эритроциты) — самые многочисленные из 
форменных элементов. Зрелые эритроциты не содержат ядра и имеют 
характерную форму двояковогнутых дисков. В эритроцитах содержится 
содержащий железо белок — гемоглобин, который обеспечивает главную 
функцию эритроцитов — транспорт газов, в первую очередь — кислорода. 
Именно гемоглобин придаёт крови характерную красную окраску. В лёгких 
гемоглобин связывает кислород, превращаясь в оксигемоглобин, он имеет 
светло-красный цвет. В тканях кислород освобождается из связи, снова 
образуется гемоглобин, и кровь темнеет. Кроме кислорода, гемоглобин в форме 
карбогемоглобина переносит из тканей в лёгкие и небольшое количество 
углекислого газа. 
Оксигенация клеток и тканей организма в значительной степени зависит 
не только от способности гемоглобина связывать и высвобождать кислород, но 
также и от реологических свойств крови, которые во многом определяются 
способностью эритроцитов к деформации и объединению в агрегаты, 
поскольку их функции осуществляются через свободную поверхность мембран.  
Целью данной работы является исследование молекулярной системы, 
осуществляющей транспорт кислорода через мембрану эритроцита.  
задачи:  
1) измерение проницаемости мембран эритроцитов для кислорода; 
2) исследование изменения проницаемости мембран эритроцитов для 
кислорода при ингибировании аквапоринов. 
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поверхность тела); площадь поверхности каждого эритроцита примерно 
в 1.5 раза больше, чем у сферы такого же объема; 
 снижение диффузионного расстояния (между поверхностью и 
наиболее удаленной от нее части цитоплазмы) - на 30% по сравнению с 
такими же элементами сферической формы, благодаря чему создаются 
оптимальные условия для газообмена; 
 возможность увеличения объема эритроцита без повреждения 
его плазмолеммы благодаря наличию ее резерва, в частности, 
способность набухать в гипотоничной среде; 
 способность к обратимой деформации при прохождении через 
узкие и изогнутые капилляры. Поддержание формы эритроцитов 
обеспечивается вследствие осмотического равновесия, которое 
достигается благодаря деятельности ионных насосов в их мембране, а 
также особыми элементами цитоскелета. 
 Цитоплазма эритроцита состоит из воды (60%) и сухого остатка (40%), 
содержащего, в основном, гемоглобин – белок, основной функцией которого 
является перенос кислорода. Гемоглобин при высоких концентрациях 
кислорода обратимо связывает его, превращаясь в оксигемоглобин. При низких 
концентрациях кислорода оксигемоглобин отдает кислород и превращается в 
гемоглобин. Эритроциты участвуют также в транспорте двуокиси углерода. 
Транспорт кислорода и углекислоты взаимозависимые и взаимно сопряженные 
процессы.  
Эффективность функционирования гемоглобина зависит от величины 
поверхности соприкосновения эритроцита со средой. Суммарная поверхность 
всех эритроцитов крови в организме тем больше, чем меньше их размеры. При 
различных заболеваниях крови возможно изменение цвета эритроцитов, их 
размеров, количества, а также формы; эритроциты могут принимать, например, 
серповидную, овальную или мишеневидную форму. 
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1.2 Строение биологической мембраны 
Важную роль в эритроците выполняет клеточная (плазматическая) 
мембрана, пропускающая газы, ионы и воду.  
Все биологические мембраны имеют толщину от 5 до 10 нм, содержат 
белки и липиды. Кроме того, в них присутствуют углеводы, неорганические 
соли, вода и ряд других соединений.  
В настоящее время общепринятой моделью строения мембран является 
жидкостно-мозаичная [1, 2]. 
Структурной единицей мембраны является фосфолипидный бислой. 
Липидный бислой с обеих сторон покрыт белками. Наружная и внутренняя 
стороны мембран в большинстве случаев имеют неодинаковый состав, то есть 
мембраны асимметричны. Липиды и белки, расположенные на наружной 
стороне плазматической мембраны, обычно имеют ковалентно связанные с 
ними углеводы. Внутренняя сторона мембраны и внутриклеточные мембраны, 
как правило, лишены углеводов. В соответствии с жидкой мозаичной моделью 
мембраны сами липиды и некоторые белки способны передвигаться в 
плоскости бислоя. 
Наиболее подвижным компонентом в ней являются липиды. Они 
довольно свободно двигаются в плоскости липидного слоя (латеральное 
перемещение), меняя своих «соседей» в среднем 106 раз в секунду. Молекулы 
белков также могут перемещаться латерально в плоскости мембраны. 
Возможно также, что белковые молекулы вращаются вокруг перпендикулярных 
и параллельных плоскости бислоя осей, что может иметь большое значение при 
функционировании макромолекул и мембран в целом. 
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Жидкомозаичная модель объясняет многие свойства биологических 
мембран, например, неодинаковое число молекул белка на единицу площади, 
ассиметрию, возможность расположения белков только на внутренней или 
только на наружной поверхности, разную толщину мембраны и др. 
Эта модель позволяет понять высокое электрическое сопротивление 
мембраны, избирательную проницаемость, изменчивость, а также латеральную 
диффузию – перемещение отдельных липидов и белков в плоскости наружного 
монослоя со значительной скоростью. 
Основные функции плазматической мембраны: избирательная 
проницаемость, межклеточные взаимодействия, эндоцитоз, экзоцитоз. 
Липиды (фосфолипиды, сфинголипиды, холестерин) составляют до 45% 
массы мембран. 
Молекула фосфолипида [2] состоит из полярной (гидрофильной) части 
(головка) и аполярного (гидрофобного) двойного углеводородного хвоста. В 
водной фазе молекулы фосфолипидов автоматически агрегируют хвост к 
хвосту, формируя каркас биологической мембраны в виде двойного слоя 
(бислой). Таким образом, в мембране хвосты фосфолипидов направлены внутрь 
бислоя, а головки обращены кнаружи. 
Сфинголипиды – липиды, содержащие основание с длинной цепью 
(сфингозин или сходную с ним группу). 
Холестерин циркулирует во внутренней среде организма в составе 
липопротеинов, имеет чрезвычайно важное значение для клетки. 
Основные фосфолипиды эритроцитарной мембраны – кислые липиды 
(заряженные отрицательно) сфингомиелин и фосфатидилэтаноламин, и 
нейтральные липиды (цвиттерионы) фосфатидилхолин и фосфатидилсерин.  
Различные классы липидов в мембране расположены не хаотично: 
существует как трансмембранная асимметрия, так и планарная гетерогенность 
их распределения. Например, для мембраны эритроцитов человека характерно 
следующее асимметричное расположение фосфолипидов: во внешней половине 
бислоя расположено 70% фосфатидилхолина и 80% сфингомиелина, во 
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внутренней же половине находится почти весь фосфатидилсерин и до 70% 
фосфатидилэтаноламина. Это свидетельствует о том, что при физиологическом 
значении рН внутренняя сторона мембраны заряжена отрицательно. 
Белки составляют более 50% массы мембран. Большинство мембранных 
белков имеет глобулярную структуру. 
 Интегральные мембранные белки прочно встроены в 
липидный бислой. Их гидрофильные аминокислоты взаимодействуют с 
фосфатными группами фосфолипидов, а гидрофобные – с цепями жирных 
кислот. Молекула белка, проходящая через всю толщу мембраны и 
выступающая из нее как на наружной, так и на внутренней поверхности, – 
трансмембранный белок. 
 Периферические мембранные белки находятся на одной из 
поверхностей клеточной мембраны (наружной или внутренней) и 
нековалентно связаны с интегральными мембранными белками. 
Гидрофобный характер сердцевины бислоя определяет возможность (или 
невозможность) непосредственного проникновения через мембрану различных 
с физико-химической точки зрения веществ (в первую очередь, полярных и 
неполярных). 
Неполярные вещества (например, холестерин и его производные) 
свободно проникают через биологические мембраны. 
Полярные вещества (например, белки и ионы) не могут проникать через 
биологические мембраны. 
Пути реализации избирательной проницаемости [3] мембран: 
 Пассивный транспорт характеризуется низкой 
специфичностью. Молекулы в обоих направлениях перемещаются по 
градиенту концентрации без затрат энергии. 
 Облегченная диффузия. Транспорт веществ осуществляется с 
участием компонентов мембраны (каналы и/или белки-переносчики) по 
градиенту концентрации и без непосредственных затрат энергии; 
проявляют специфичность к транспортируемым молекулам. 
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 Активный транспорт – происходящий при участии АТФаз 
энергозависимый трансмембранный перенос ионов против 
электрохимического градиента. 
1.3 Транспорт кислорода через мембрану эритроцитов 
Функцию переноса молекулярного кислорода от легких к клеткам- 
потребителям у позвоночных животных и человека выполняют 
специализированные клетки крови – эритроциты. Они наполнены 
железосодержащим белком гемоглобином, составляющим до 94% сухой массы 
клетки. В капиллярах легких человека насыщение гемоглобина эритроцитов 
кислородом происходит за четверть секунды. При этом в цитоплазму 
эритроцита проникает примерно третья часть переносимого им кислорода. 
Очевидно, что столь быстрая оксигенация эритроцитарного гемоглобина в 
легких возможна лишь при условии существования весьма интенсивного 
переноса кислорода через мембрану эритроцитов.  
Известно, что мембрана эритроцитов не оказывает существенного 
сопротивления для диффузии кислорода [4]. Подтверждение этому было 
получено в модельных экспериментах, выполненных методом остановленной 
струи. С помощью этого метода можно наблюдать кинетику процесса переноса 
кислорода из внешней среды в цитоплазму эритроцитов по изменению во 
времени соотношения окси- и дезоксигемоглобина [5]. Полученные этим 
методом результаты показали, что скорость поглощения О2 эритроцитами 
определяется скоростью диффузии, а не химической реакцией взаимодействия 
О2 с гемоглобином в клетке. Установлено, что основным диффузионным 
барьером, определяющим скорость переноса О2 в цитоплазму эритроцитов, 
является высокое диффузионное сопротивление неперемешиваемого слоя воды, 
окружающего клетку, а вклад сопротивления мембраны незначителен [6, 7].  
Объем, качество и уровень теоретического анализа экспериментального 
материала, подтверждающего надежность этих представлений, оказались 
настолько убедительными, что дальнейшие исследования роли мембраны в 
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кислородном газообмене эритроцитов с помощью метода остановленной струи 
были фактически свернуты более 20 лет тому назад.  
Высокая проницаемость мембран эритроцитов для кислорода может быть 
обусловлена высокой проницаемостью липидного бислоя. Такое объяснение 
основано на традиционном предположении о том, что проницаемость для 
кислорода липидного бислоя биологических и модельных мембран близка к 
проницаемости слоя воды аналогичной толщины. Эти представления вытекают, 
в основном, из результатов косвенных экспериментов с использованием 
флуоресцентных и спиновых зондов [8]. 
Этой точке зрения, однако, противоречит тот факт, что величина 
микровязкости липидного бислоя биологических мембран примерно на два 
порядка выше вязкости воды. В соответствии с законами диффузии, 
подвижности молекул кислорода в таких средах должны сильно различаться. С 
этим согласуются результаты прямых измерений трансмембранных 
диффузионных потоков О2 через монослойные липидные мембраны, которые 
показали, что диффузионное сопротивление этих мембран для кислорода на 2-3 
порядка выше, чем у слоя воды аналогичной толщины. 
В работе [9] был рассчитан коэффициент проницаемости монослойной 
мембраны из суммарных липидов эритроцитов; средняя величина 
коэффициента проницаемости при поверхностном давлении 27,6 мН/м равна 
(3,42 ± 0,11) 10-5 м/с. Полученная величина примерно на 4 порядка ниже ранее 
принятой в литературе, что свидетельствует о высоком диффузионном 
сопротивлении липидного бислоя мембраны эритроцитов для кислорода.  
В работе [8] был определен коэффициент диффузии кислорода в 
липидном бислое мембраны эритроцитов по тушению флуоресценции 
гидрофобного зонда пирена. Коэффициент проницаемости липидного бислоя 
рассчитывали из величины коэффициента диффузии; по данным работы [8] 
равен для мембраны эритроцитов при 25o С около 0,3 м/с. Эта величина 
примерно на 4 порядка выше, чем коэффициент проницаемости монослоя из 
эритроцитарных липидов, полученный в работе [9]. Одна из возможных причин 
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столь значительного различия состоит в том, что молекула зонда, встроенная в 
бислой, формирует структурный дефект, в котором концентрация и 
диффузионная подвижность кислорода значительно выше, чем в нативной 
липидной мембране.  
В экспериментах, выполненных методом остановленной струи, было 
установлено [10], что процесс поглощения кислорода эритроцитами 
чувствителен к ртутьсодержащим сульфгидрильным реагентам. В контрольных 
экспериментах было показано, что эффект снижения скорости поглощения 
кислорода эритроцитами не связан полностью с влиянием SH-реагентов на 
гемоглобин и структуру липидного бислоя.  
Совокупность результатов, полученных в работе [10], указывает на вклад 
мембранных белков в процесс транспорта кислорода через мембрану 
эритроцитов человека. Наиболее вероятным кандидатом на роль кислородной 
поры, обеспечивающей высокую скорость диффузии кислорода через 
эритроцитарную мембрану, является белок аквапорин 1 (AQP1).  
 
1.4 Аквапорины 
В мембране эритроцитов есть специализированные каналы пассивного 
транспорта кислорода. Эти каналы были идентифицированы как аквапорины 1 
(AQP1). Считается, что аквапорины – белки водных каналов (рисунок 5). Но на 
сегодняшний день выявлены также аквапорины, траноспортирующие СО, СО2, 
O2, NH4.  
Для всех белков семейства аквапоринов характерна сходная 
пространственная структура. Аквапорины образуют в мембране 
гомотетрамеры. Каждый из мономеров содержит водную пору. Кроме того, в 
центре тетрамера также имеется пора, функция которой окончательно не 
установлена. 
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наблюдение мембраны клеток гастрических гланд, которые не пропускали NH3 
или CO2. Вторым было наблюдение того, что водный канал аквапорин 1 (AQP1) 
является каналом также для CO2, по крайней мере в искусственных клетках. В 
третьих обнаружилось, что DIDS (блокатор аквапоринов) значительно 
уменьшает проницаемость CO2 через мембрану красных клетках крови 
(эритроцитов). Первым доказательством наличия газовых каналов в мембранах 
клеток была демонстрация того, что AQP1 играет ключевую роль в клеточном 
поглощении CO2 во время фотосинтеза табачных растений. 
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2 Материал и методика измерений 
2.1 Датчик растворенного кислорода 
Датчик растворенного в воде кислорода состоит из серебряного анода и 
катода, выполненного из платины. И катод, и анод погружены в раствор 
электролита, отделенный от внешней среды газопроницаемой мембраной. 
Молекулярный кислород диффундирует через мембрану и восстанавливается 
на катоде.  
Процессы, протекающие на аноде и катоде, описываются следующими 
уравнениями: 
катод, восстановление:  
  OHeOHO 4422 , 
анод, окисление:  
  eAgClClAg 444 . 
Общее уравнение реакции:  
  OHAgClClAgOHO 44422 . 
Кислород, проникающий через мембрану, восстанавливается на катоде, 
на который подается постоянное напряжение. В результате возникает 
электрический ток, пропорциональный парциальному давлению кислорода. 
Принимая во внимание закон идеального газа  
PV = nRT, 
связывающий давление газа (P) с количеством вещества μm=n , m – масса,  - 
молярная масса. Результат измерения растворенного кислорода может быть 
выражен в единицах мг/л O2 (при условии наличия в конструкции датчика 
термистора для температурной компенсации показаний). 
Как известно, воздух представляет собой смесь газов, причем 21% этой 
смеси составляет кислород. Поскольку при нормальных условиях давление 
воздуха 760 мм рт. ст., то «доля кислорода» (21%) будет равна 160 мм рт. ст. 
При увеличении общего давления вдвое парциальное давление кислорода также 
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2.2 Хлорортутьбензол 
Белковые каналы AQP1 могут быть обратимо блокированы с помощью 
ионов ртути Hg2+. Этот эффект объясняется наличием специфического 
аминокислотного остатка в узкой части канала белка аквапорина – цистеина, 
содержащего SH-группу. Ртутьорганические вещества реагируют с этой 
группой, какой бы молекуле она не принадлежала, водному каналу или другому 
белку. Ингибирование аквапорина очень специфично к Hg2+ и некоторым 
небольшим ртутьорганическим SH-реагентам, таким как n-хлормеркурибензол 
и n-хлормеркурибензолсульфонат, которые широко используются в 
экспериментах. 
3 Экспериментальная часть 
3.1 Объекты и методы 
Объектом исследования в данной работе являются эритроциты, 
выделенные из венозной крови человека. В качестве антикоагулянта, для 
предотвращения свертывания, использовать гепарин в концентрации 50 ед/мл.  
Все измерения проводить при температуре 20о С. 
Для экспериментов использовать: 
1) Эритроциты в физрастворе;
2) эритроциты, обработанные блокатором РСМВ (1 мкл РСМВ,
1мл эритроцитов в плазме). 
Проницаемость мембран эритроцитов для кислорода определять на 
основе измерений с помощью датчика растворенного кислорода кинетики 
концентрации кислорода в физрастворе при продувании образца воздухом. Из 
образца кислород удалять продуванием азотом. 
Эксперименты с РСМВ проводить аналогичным образом. 
Эксперименты проводить в физиологическом растворе (140 мМ NaCl, 2 
мМ CaCl2, pH = 7.4). 
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3.2 Модель 
Для анализа экспериментальных результатов использовать 
математическую модель, которая описывает кинетику изменения концентрации 
кислорода в эритроцитах и физрастворе при продувании образца атмосферным 
кислородом. 
V — объем образца без кислорода;  
N — суммарное количество эритроцитов; 
VE — объём одного эритроцита; 
rO  — концентрация кислорода в физрастворе; 
SE — площадь поверхности эритроцита; 
p — проницаемость для кислорода мембран эритроцитов;  
pv — константа кюветы; 
k1 — константа связывания гемоглобина с кислородом эффективная; 
k2 — константа диссоциации гемоглобина с кислородом эффективная; 
eO  — концентрация кислорода в эритроцитах; 
vO  — концентрация кислорода в пузырьках воздуха; 
GOO — общая концентрация всех форм гемоглобина в эритроците; 
G1 — концентрации свободной формы гемоглобина 
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В безразмерной форме будет: 
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Система уравнений (2) использовать для определения проницаемости 
эритроцитов на основе экспериментальных измерений кинетики концентрации 
кислорода при продувании образца кислородом (см. выше). Этот анализ 
проводить с помощью программы, написанной в SciLab. 
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4. Задание на исследования 
4.1 Измерения кинетики концентрации кислорода при продувании 
образца воздухом (физиологический раствор) 
Провести серию контрольных экспериментов на физрастворе (5 
экспериментов). 
На рисунке 11 представлена кинетика изменения концентрации 
кислорода в физрастворе, которая была нормирована по концентрации 
кислорода в атмосфере. 
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Рис. 8. - Кинетика изменения концентрации растворенного кислорода в физрастворе 
при продувании воздухом 
 
На основе этих кривых с помощью модели при GOO = 0, получить 
константу кюветы. Найти среднее значение и дисперсию. 
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Оценить вклад транспорта кислорода через аквопорины. 
Система уравнений (2) использовать для определения проницаемости 
эритроцитов на основе экспериментальных измерений кинетики концентрации 
кислорода при продувании образца кислородом (см. выше). Этот анализ 
проводить с помощью программы, написанной в SciLab. 
По полученным результатам сделать выводы. 
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Контрольные вопросы 
1) Какова роль AQP1 в транспорте газов через мембрану эритроцитов? 
2) Какие существуют блокаторы AQP1  каналов. 
3) Какова константа диффузии O2  в липидах? 
4) На каком принципе работает датчик измерения концентрации 
кислорода в растворе? 
5) Как можно удалить кислород из раствора? 
6)  
29
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